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Measurement of fluorescence cross-correlations for studying biological 
reactions comprises measuring correlation between fluorophore-labelled 
particles with different decay curves which are excited by identical spectral 
frequencies 
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Abstract of DE1 9949658 

Measurement of fluorescence cross-correlations comprises measuring the correlation between two or 
more types of fluorophore-labelled particles which have different decay curves and are excited by 
identical spectral frequencies. An Independent claim is included for a device for measurement of 
fluorescence cross-correlations comprising a system for exciting fluorophores in a sample (3) and a 
correlation detector (4, 5) equipped for time-resolved detection of fluorescence signals. 
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Prufungsantrag gem. § 44 PatG ist gestellt 

@ Verfahren und Vorrichtung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen 

(57) Bei der Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen 
kann ein Kreuzkorrelationssignal gegenuber herkommli- 
chen Verfahren dadurch verbessert werden, daft Fluoro- 
phore mit unterschiedlicher Zerfallskurve, die jedoch bei 
identischer bzw. ahnlicher Frequenz angeregt werden . 
konnen, zur Markierung der zur untersuchenden Teilchen- 
spezies genutzt werden. 
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Beschreibung 

Die Erfindung bclrifTt cin Verfahren sowie eine Vorrichlung zur Mcssung von FIuoreszcnz-Kreuzkorrelaiionen. 

Die Fluorcsxcnz-Korrclalionsspcklroskopic dicnl insbesondcrc der Unlcrsuchung biologischcr Rcakiioncn, wic dcr 
5 Proieinniiillimerisicrung, der DNA-Hybridisierung oder der Protein-DNA-Bindung. Sie erlauhi die Bcslimmung der hy- 
drodynamischen Eigcnschaften, Konzcnirationen und Bindungskonslanlen unier naturlichcn Bedingungcn, "in vitro" 
und in lebendcn Zellen. ITierbei isl das Grundprinzip die Mcssung dcr Teilchenzahl einer fluoreszenzmarkierten Teil- 
chenspezies und deren Fluktuaiionen in cinem, vorzugs weise nrikroskopischen, Volumen. 

Dabei unierliegen die gcniessenen Fluoreszenzsignale Ruklualionen. Einc Korrelalion dcr gemesscnen Signale is! 
it) dann ein Hinwcis auf eine Koniplcxbildung der entsprechend niarkienen Teilchenspezies. 

Neben Syslcmen mil. cinem Dctckiionskanal, die die Beobachtung einer mdglichcn Koniplcxbildung nur mil. Ililfe der 
Veranderungen der Diffusionskonstanten erlauben, kann in bestehenden Systenien mil zwei Delektionskanalen, wie sie 
beispielsweise in der DF-A1-196 49 605 und in der DH-A1-197 35 119 beschrieben sind, die Rindung unterschicdlich 
dj:- \iortcr Tcilchcn mil ITi'fc der Korre'.iii^nen der Flu* 'v-/enzsic"»aie in /wei ^vkr.J goi:.?nnten Kan'ilen ur.iersucht 
15 werden. Diese Meihode wird a Is Huorcszenz-Kre uzkorre laiionsspe ki roskopie bezeichnei . 

Hierbci wird das Lichl zweier Lascrlinien in eineiit Mikroskop auf ein beugungsbegrcnzlcs Fokusvolumen konzen- 
Iriert und die erzcugle Fluoreszenz in zwei koniokal aufgebauten Detcklorcn nachgewiesen. Die Beugungsbegrenzung 
fiihrt zu einer Skalierung der jewciligen Fokusvolumina mil der Anregungs- bzw. Emniissionsvvellenlange, wobci chro- 
malische Fehlcr zu einern Versalz fiihren. Daher ist die Uberlappung der Foki nichl vollstandig und keine maximale Kor- 
20 relation der beiden untersuchten Kanale moglich. 

Es isl Aufgabe vorliegendcr Erfindung. ein Verfahren sowie eine Vorrichlung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuz- 
korrelationen bcrcitzuslcllcn, wclche eine deutliche Verbesserung des nieBbaren Kreuzkorrelalionssignals ennoglichcn. 

Als Losung schlagl die Erfindung einerseils ein Verfahren zur Messung von Fluoreszenz-Krcuzkorrelationen vor, bei 
wclchemin cinem speklralen Kanaldie Korrelalion mi ndeslens zweier jeweils mil Fiuorophoren markierler Teilchenspe- 
25 zies gemessen wird, wobei die Fluorophore untcrschiedliche Zerfallskurven aufweisen und durch denselben speklralen 
Kanal angeregl werden konnen. 

Insbesondcrc konnen fur jede zu untcrsuchcndc Teilchenspezies untcrschiedliche Fluorophore zur Anwcndung kom- 
men. Im allgemeinen zeichnen sich Fluorophore, die mit cinem Anregelicht innerhalb eines speklralen Kanals angeregl 
werden konnen. durch erhebliche Unterschiede in ihren Zerfallskurven aus. Hicrbei bezeichnei dcr BegritT "Zerfalls- 
30 kurve" das Abklingen des Fluoreszenzsignales, welches ein Fluorophor nach einer Anregung aussendel. 

Ebenso konnen auch identische Fluorophore Anwendung finden, wenn diese aufgrund ihrer unterschiedlichen Bin- 
dungsarlen an die zu unlersuchenden Teilchenspezies unterschiedhchc Quantenausbeulen bzw. unterschiedliche Lebens- 
dauern aufweisen. Auch dieses bedingt unterschiedliche Zerfallskurven, die durch einen geeigneten Mefivcrlauf entspre- 
cliend separierbar sind. 

35 Es verstehl sich hierbei, da6 die Anregung nichl zwingend durch elektxomagnetische Wellen erfolgeh muB, deren 
spektraler Bereich in dem landlaufig mit Lichl bezeichneten Bereich liegl. Vielmehr ist im vorliegenden Zusammenhang 
der Begriff "Anregelichl" auf jegliche eleklromagnetische Welle, die der Anregung entsprechender Ruorophore dienen 
kann, zu lesen. 

Es verstehl sich daruber hinaus, daB bei der Anregung sowie bei den ausgesendelen Fluoreszenzsignalen eine gewisse 
40 Bandbreite auflreten kann, innerhalb derer das Anregelicht liegen niuB, um in erwunschter Weise die verwendeten Fluo- 
rophore anzuregen und die unterschiedlichen Zerfallskurven zu erhalten. Insofern wird im vorliegenden Zusammenhang 
unter dem BegrifT eines "spektralen Kanals" diejenige Bandbreite an elektiomagnetischen Wellen verstanden, innerhalb 
welcher diese Fluorophore angeregl werden und mil unterschiedlichen Zerfallskurven Fluoreszenzsignale aussenden 
konnen. 

45 Das Verfahren geslaltet sich besonders einfach, wenn die Anregung der Ruorophore durch eine einzige Laserhnie er- 
folgt. Eine derartige Laser linie unterliegl keinerlei chromatischen Abweichungen, die eine Fokussierung behindern. 

Besonders vorteilhafl ist eine zeitabhangige Messung der Fluoreszenzsignale. Eine derartige Messung ist unabhangig 
von chromatischen Fehlern durchfuhrbar und kann mil verhaltnismaBig hoher Prazision durchgefiihrt werden. Insbeson- 
dere isl es moglich, eine derartige zcilabhangige Messung der Ruoreszenzsignale auch unabhangig von der Verwendung 

50 zweier in einem spektralen Kanal anregbarer Fluorophore zu verwenden und beispielsweise bei verse hiedenfarbig anzu- 
regenden Fiuorophoren trotz allem deren unterschiedlichen Zerfallskurven fur eine zeitaufgelosle Messung zu nutzen. 

Zur Durchfiihrung einer zeilabhangigen Messung kann beispielsweise das Ruoreszenzsignal im AnschluB an einen 
Anregepuls Zunachst in einem ersten MeBkanal und nach einem wahlbaren Zeitintervall in einem zweiten MeBkanal ge- 
messen werden. Eine derartige Anordnung ist verhaltnismaBig einfach und somit kostengunstig in ihrem Aufbau. Sie ge- 

55 wahrleistel daruber hinaus cine hohe Zuverlassigkeit in der Messung, wobei auch sehr kurze Zeilen bzw. Zeitintervaile 
mil modcrnen rechnologien ohne weiteren Aulwand realisiert werden konnen. 

• Demenlsprechend schlagl die Erfindung eine Vorrichlung zur Messung von Fluoreszenz- Kreuzkorrelationen mil Mit- 
teln zum Anregen von Fiuorophoren in einem Probenvolumen und mil einem Korrelationsdctektor zur Delektion von 
Korrelaiionen der Fluoreszenzsignale dcr angereglen Fluorophore vor, welche sich dadurch kennzeichnet, daB der Kor- 
60 relalionstleleklor Mil.lel zur /eilaufgeloslen Delektion der Fluoreszenzsignale umfaBt. 

Eine derartige Anordnung unterschcidet sich signifikanter Weise von alien bekannten Vorrichlungen zur Messung von 
Fluoreszenz- Kreuzkorrelationen, welche lediglich eine chromalische Separation der Ruoreszenzsignale vorsehen. 

Insbesondere konnen die Mitlel zur zeitaufgelosten Delektion zwei MeBkanale und einen zeilabhangigen Schalter um- 
fassen, der nach cinem wahlbaren Zeitintervall von einem ersten der beiden MeBkanale auf den zweiten der beiden MeB- 
65 kanale schaiiei. Wie bereils vorsiehend beschrieben, zeichnei sich eine derartige Anordnung durch ihre hohe Zuverlas- 
sigkeit und die genau MeBmdglichkeit aus. 

Vorleilhaftcrweise ist der zeitabhangige Schalter mil cinem Anregepuls dcr Anregemiltel getriggert. Dieses kann bei- 
spielsweise dadurch erlolgen, daB dcr Schallcr gleichzeilig mil der Ansteuerung des Anregemittels, wie beispielsweise 
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cincs Lasers, auf den crslcn McBkanal geschallet wird. Ebcnso isles moglich, daB die Anregcmitlcl selbsl ein Signal aus- 
senden, welches zur Triggerung des Sc nailers genutzt wird. 

In einer erslcn Ausfuhrungsfcrm konnen die Millel zur zcilaufgeloslen Dclekiion zwei Fluorcszenzsignal-Dclekiorcn 
umfassen, die jeweils mil einem der beiden MeBkanale verbunden sind, wobei der zcilabhangigc Schalter mil den beiden 
Fluoreszcnzsignal-Derekloren derart gekoppell isl, daB wahlweise ein ersler der beiden Fluoreszcnzsignal-Dclekloren 5 
oder der zweile der beiden Fluoreszcnzsignal-Delekloren aktivicrl isl. Bine derartige Anordnung is! verhallnismaBig 
schnell in ihrer Funktionsweisc, da ein Verarbciten der gesammellen Dalen auch noch erfolgcn kann, wenn der jeweilige 
Dclektor inaktivicrt isl. 

Vorlcilhallerwcise isl ein crster der beiden Fluoreszenzsignal-Detekloren uber einen leildurchlassigen Spiegel in den 
Sirahlengang zwischen deni zweiien der beiden Fluoreszenzsignal-Dclekloren und deni Probenvolumen gekoppell. 10 

Andcrerscils kann die McBvorrichlung auch einen Fluoreszenzsignal-Detektor aufweisen, der iiber den zcilabhangi- 
gen Schalicr wahlweise mil einem erslen der beiden MeBkanale oder deni zweiien der beiden MeBkanale verbunden wer- 
den kann. Diese Ausfuhrungsform isl kostengunstiger als die vorher heschricbene, da lediglich ein Detektor Verwcndung 
findel. 

Vorleiihafterweise wird das Anregelichl tiber einen dichroilischen Spiegel in den Sirahlengang zwischen deni Fluorcs- 15 
zcnzsignal-Dcleklor des Korrelalionsdetcklors und deni Probenvolumen gekoppell. Hierdurch erfolgl ein nahezu vcrlust- 
freies Einkoppcln des Anregelichtes in den Sirahlengang und somil auf das Probenvolumen einerseils. Andererseils kon- 
ncn die nichi polarisicrien Fluoreszenzsignale ohne weiieres den dichroilischen Spiegel passieren. 

Vorzugsweise isl das with lb are Zeilinlervall ein Vie If aches, vorzugsweise mehr als das 2, 5- f ache, der kiirzeren Zer- 
fallszcil der Fluorophore. Bei einer derartigen Anordnung isl gewahrleislel, daB ausreichend Lichlquanlen durch den er- 20 
slen McBkanal eri^Bl werden konnen und auf diese Wcise einc gule Seleklivilat der beiden MeBkanale hinsichtlich der 
beiden Pluorophore mil ihren unlerschiedlichcn Zeilinlervallen erfolgL. 

Hrfolgl die Anregung der Fluorophore gepulsl, so kann ohne weiieres eine laufende Messung und somil auch cine Be- 
obachlung der Korrelaiion erfolgcn. Vorzugsweise erfolgl die Anregung durch einen gcpulsten Laser. 

Vorzugsweise isl die Pulsdaucr der Anregepuise wesenllich kleiner als die Zerfallszeil der Fluorophore. Auf diese 25 
Weise kann gewahrleislel werden, daB die Anregung ansich die Messung der Fluoreszenzsignale nichl bzw. nur unwe- 
scntlich bccinfluBl. 

Daruber hinaus ist es vorteilhafl, wenn die Pulsfolge wesenllich groBer als die Zerfallszeil der Fluorophore isl. Auf 
diese Weise kann ohne zusaizliche MaBnahmen eine Trennung der beiden MeBkanale erfolgen, so daB diese ausreichend 
zwischen den beiden Fluorophore unlerscheiden konnen und ein Ubersprechen in vertrelbaren Grenzen gehallen werden 30 
kann. : 

Im vorlicgenden Zusammenhang bedeutet der BegrilT "wesenllich", daB der Unlerschied ausreichend groB ist, daB ein 
hieraus result ierender MeBfehler das Ergebnis nur unwesentlich beeinfluBl. Insbesondere konnen die diesbezuglichen 
Werte derarl gewalilt werden, daB der Feliler in jedem Falle geringer ist, als dieses bei herkOmmliclien Fluoreszenz-Kor- 
relalionsspeklroskopieverfahren moglich ist. 35 

Weitere Vorteile, Zicle und Eigenschaften vorliegender Erfindung werden in der Beschreibung anliegender Zeichnung 
erlauterL in welcher beispielhaft zwei Ausfuhrungsformen vorliegender Erfindung dargestellt sind. In der Zeichnung zei- 
gen: 

Fig. 1 eine ersle erfindungsgemaBe Vorrichtung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen in scheniatischer 
Darstellung, 40 

Fig. 2 einen Teil einer zweiten erfindungsgemaBen Vorrichtung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen in 
scheniatischer Darstellung, 

Fig. 3 zwei beispielshafte Zerfallskurven sowie deren Sumnie und 

Fig. 4 ein Ubersprechen in Abhangigkeil der Zerfallszciten bzw. der effektiven Ausbeuten. 

Bei der in Fig. 1 dargeslellten Vorrichtung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen wird ein gepulster Laser 45 
1 iiber eine Mikroskopoptik 2 in ein Probenvolumen 3 fokussiert. Die emitierte Fluoreszenz wird in konfokal aufgebau- 
ten Fluoreszenzsignal-Delektoren 4, 5 gemessen. Diese Fluoreszenzsignal-Detekloren 4, 5 sind uber eine Triggereleklro- 
nik 6 gegatel, welche ihrerseits mitlels einer Diode 7 angeregt wird. Die Diode 7 kann mittels eines teildurchlassigen 
Spicgels 8 mil Laserlichl best rah It werden. 

Erzeugl nun mehr der Laser 1 einen Laserpuls, so gibl die Diode 7 ein Signal an die Triggereleklronik 6, die als Schal- 50 
ler wirkend ihrerseits eine Messung in dem Fluoreszenzsignal-Detektor 4 start et. Nach einem wahlbaren Zeitintervall 
wird durch diesen Schalter diese Messung beendet und die Messung in dem Fluoreszenzsignal-Detektor 5 geslartet. 
Diese wird bis zu deni nachslen Laserpuls aufrechterhalten. 

Bei dieser Anordnung isl der Fluoreszenzsignal-Detektor 4 uber einen teildurchlassigen Spiegel 15 in den Sirahlen- 
gang zwischen dem Fluorcszcnzsignal-Deleklor 5 und dem Probenvolumen 3 gekoppell. 55 

Die Deteklorsignale werden an eine entsprechende Hingangskarte 9 eines Datenverarbeilungsgerates mil zwei MeB- 
m kanalen 10, 11 ubergeben. In diesem wird dann eine hart- und/oder software seitige Korrelalionsanalyse der Signale 
durchgefiihrt. 

Bei der in Fig. 2 dargeslelllen Ausfuhrungsfonn findel lediglich ein Detektor 12 Anwendung, dessen MeBsignal je 
nach Schallerslellung eines Schallers 13 den MeBkanalen 10 und 11 zugcfuhrl. wird. Hierbet wird der Schalter 13 durch 60 
die Triggereleklronik 6 in enlsprechender Weise angeregt. 

Bcide Ausfuhrungsformen zeichnen sich dadurch aus, daB sie mil einer beslehenden Compuleranordnung sowie mil 
vorhandenen Korrelatorkarlen zur Anwendung koninien konnen. Gegeniiber einer Mehrf arben -Fluoreszenz- Kreuzkorre- 
lation, bei welcher jedem Kanal eine bestimnite Farbe zugcordnel isl, erfolgl bei vorliegender Erfindung dicZuordnung 
zu einem bestimmten Zeilinlervall. 65 

Das Einkoppcln des Laserlichls in den Sirahlengang der Mikroskopoptik bzw. in den Strahlengang zwischen den Fluo- 
reszenzsignal-Detekloren (4, 5 bzw. 12) und dem Probenvolumen erfolgl durch einen dichroilischen Spiegel (14). 

Nach einem Laserpuls zcigi ein Fluorophor der Sorte i = 1, 2 die Zerfallskurve lj(t) = a l Q~ t/T \ wie in Fig. 3 dargestellt. 

3 
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Hicrbei isi die Quanlcnausbculc pro Lascrpuls Qlij = Jo^dl aje"^. Ini Folgendcn isi die Zahl der Fluorophore im Fokus- 
voiunicn mil N 5 und die Wicdcrhol rale der Lascrpulse mil v bczeichneu wobei i = 1 die schnell und i = 2 die langsam zcr- 
fallende Komponente darstellt. Somil isi T, < T?- Die Figenschallen des Lasers sind derarl gcwahlt, daG Tj < 1/v und 1/v 
viel klciner als die lypischen Aufenlhallsciauern der Molckiilc im Fokusvolumen sind. 

Wird init l t das wahlhare Zcitinlervall nach einem I.,aserpiils hezcichnel, bis zu welchein der crsie MeBkanal S 
(schnell ) und ab welchein der zweite MeBkanal L (langsam) geinessen wird, so ergeben sich lblgcndc, zu messende Si- 
gn ale 



o 

oo 



= vN i QE l e~ lJ * l + \>N 2 QE 2 e~ tJX2 

Uni ein Ubersprechen der langsam zerfallenden Komponenlc in den erslen Kanal S zu eliminieren, wird t t derarl ge- 
wahlu daB in F L der ersle Term vemachlassigbar isi. Auf diese Weise laBl sich der langsam zerlallende Anleil auf das In- 
terval [0, tj cxtrapoliercn und von F^ abzichen. Zur Abschatzung kann Q als das gewunschtc Vcrhaltnis der Zahl der bis t t 
emittierten zu der ab t t emitierten Photonen dienen. Hieraus folgt dann 
t t = ln(Q+l)Xi 

Die Naherung fur F L ist aufgrund der verschiedenen Lebensdauern bei Quanienausbeuten gleicher GroBenordnung 
gultig und wird, multipliziert nut (e t,/T2 - 1) von F s abgezogen, urn das korrigierle, von der Teilchcnzahl der langsam zer- 
fallenden Komponente unabhangige Signal zu erhalten. Hieraus folgl dann: 



1 -exp 




F - F 

L r L 



\N x QE A e ~ l,/t ' +vN 2 QE 2 e ' lJ ' 2 



Das verbleibende Ubersprechen der schnellen Komponente in den erslen Kanal L wird bei geeigneler Wahl der Para- 
meter QEi und sehr klein. Es laBt sich fur zwei Teilchenspezies bei identischen Volumina abschalzen als 




Fig. 4 zeigt, daB das Ubersprechen iiber einen groBen Parameterbereich deutlich unter 10% liegt. Bei der Wahl der 
55 Fluorophore sollten r\ 2 - T|i sowie T 2 - ti moglichst groB sein, damit l t so klein gcwahlt werden kann, daB der zweile 
MeBkanal L noch ein ausreichendes Signal zeigt. 

Da bei herkomm lichen Zweifarben-Kreuzkorrelationsmessungen eine vollstandige Uberlappung der Fokus volumina 
nicht erreichl werden kann - dieses sind typischerweise weniger als 50% - und die hier vorgeschlagene Met node identi- 
sche Foki aufweist, kann mitdem hier vorgeschlagenen Verfahren ein viel hoheres Kreuzkorrelalionssignal erreicht wer- 
60 den. 

Als Fluorphore konnen beispielsweise die folgendcn Kombinationen gewahll werden: 



65 
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Name 


Ref 


X cx [nm] 


\. m [nm] 


QE 


r[ns] 


Obersprechen 


Cy-2 


[1] 


489 


506 


>0,12 


<2 


0,04 


F1TC 


13, 4] 


494 


518 


-0,92 


3 ,6/4, J 1 




Cy-3,5 


HI 


581 


596 


>0,15 


<2 


0,04 


Texas Red 


[2, 4] 


595 


615 


-0,9 


4,5 





Hierbei bczeichnet [1] die Produktinformationen dcr Ainersham Phanuacia Biotech AB, Uppsala, Schweden, [21 die 
Veroffentlichung Brismar, H., O. Trepte und B. Ullhakc. J. Hislochem. Cyiochem., 43: 699-707, 1995, [3] die Veroffent- 
lichung Draaijer, A., R. Sanders und H. C. Gcrritscn. In: Handbook of biological con focal microscopy, 2. Aufl., 491 bis 
505, 1995 und f4] die Produktinformationen der Molecular Probes, Inc., Eugene, OR, USA. 

20 

Patent anspruche 

1 . Verfahren zur Messung von Fluoreszcnz-Krcuzkorrclationcn, dadurch gekennzeichnet, daB in eineni spektra- 
len Kanal die Korrelation mindestens zweier jeweils mil. Fluorophorcn markicrter Teilchenspezies gemessen wird, 
vvobei die Fluorophore unterschiedliche Zcrfallskurven aufweisen und durch densclben speklralen Kanal angeregt 25 
werden konnen. 

2. Verfahren nach Anspruch t, dadurch gekennzeichnet, daB fur j ode Teilchenspezies unterschiedliche Fluorophore 
oder identische Fluorophore, die auf Grund ihrer unlerschiedlichen Bindungsarten an die zu untersuchende Teil- 
chenspezies unterschiedliche Quanicnausbeulen und/oder unterschiedliche Lebcnsdauern aufweisen, zur An wen- 
dung konimen. 30 

3. Verfahren nach Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregung der Fluorophore durch eine ein- 
zigc Laser! inie erlblgt. 

4. Verfahren nach eineni der Anspruche 1 bis 3, gekennzeichnet durch eine zeitabhangige Messung der Fluores- 
zenzsignale. 

5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB das Fluoreszenzsignal im AnschluB an einen Anrege- 35 
puis zunachst in eineni ersten MeBkanal (10) und nach eineni wahlbaren Zeitintervall in eineni zweiten MeBkanal 
(11) gemessen wird. 

6. Vorrichtung zur Messung von Fluoreszenz-Kreuzkorrelationen mil Mitteln zum Anregen von Fluorophoren in 
eineni Probenvolumen (3) und mit eineni Korrelationsdetektor zur Detektion von Korrelationen der Fluoreszenzsi- 
gnale der angeregten Fluorophore, dadurch gekennzeichnet, daB der Korrelationsdetektor Mi Mel zur zeitaufgelosten 40 
Detektion der Fluoreszenzsignale umfaBt. 

7. Voniehtung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB die Mittel zur zeitaufgelosten Detektion zwei MeB- 
kanale (10, 11) und einen zeitabhiingigen Schalter (6, 13) umfassen, der nach eineni wahlbaren Zeitintervall von ei- 
neni ersten der beiden MeBkanale (10) auf den zweiten der MeBkanale (11) schaltet. 

8. Vorrichtung nach Anspruch 7, dadurch gekennzeichnet, daB der zeitabhangige Schalter (6, 13) mit eineni Anre- 45 
gepuls der Anregeniittel getriggert ist. 

9. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, gekennzeichnet durch zwei Fluoreszenzsignal-Detektoren (4, 5), die je- 
weils mil eineni der beiden MeBkanale (10, 11) verbunden sind, wobei der zeitabhangige Schalter (6) mit den beiden 
Fluoreszenzsignal-Detektoren (4, 5) derart gekoppelt ist, daB wahlweise ein erster der beiden Fluoreszenzsignal- 
Detektoren (4, 5) oder der zweite der beiden Fluoreszenzsignal-Detektoren (4, 5) aktiviert ist. 50 

10. Vorrichtung nach Anspruch 9, dadurch gekennzeichnet, daB ein erster der beiden Fluoreszenzsignal-Detektoren 
(4, 5) iiber einen teildurchlassigen Spiegel (5) in den Strahlengang zwischen dem zweiten der beiden Fluoreszenz- 
signal-Delektoren (4, 5) und dem Probenvolumen (3) gekoppelt werden kann. 

1 1 '. Vorrichtung nach Anspruch 7 oder 8, gekennzeichnet durch einen Fluoreszenzsignal-Detektor (12) der uber den 
zeitabhangigen Schalter (6, 13) wahlweise mit eineni ersten der beiden MeBkanale (10, 11) oder dem zweiten dcr 55 
beiden MeBkanale (10, 11) verbunden werden kann. 

1 2. Vorrichtung nach eineni der Anspruche 6 bis 11, gekennzeichnet durch einen dichroitischen Spiegel (14), uber 
welchen Anregclicht in den Strahlengang zwischen einem Fluoreszenzsignal-Detektor (4, 5, 12) des Korrelations- 
deleklors und dem Probenvolumen (3) gekoppelt werden kann. 

13. Verfahren nach Anspruch 5 bzw. Vorrichtung nach eineni der Anspruche 7 bis 1 2, dadurch gekennzeichnet, daB 60 
das wahlbare Zeitintervall ein Vielfaches, vorzugsweise niehr als das 2,5-fache, der kurzeren Zerfallszcit der Fluo- 
rophore betragt. 

14. Verfahren bzw. Vorrichtung nach eineni der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet , daB die Anregung der 
Fluorophore gepulst erfolgt. 

15. Verfahren bzw. Vorrichtung nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, daB die Anregung durch einen gepuls- 65 
ten Laser erfolgt. 

16. Verfahren bzw. Vorrichtung nach Anspruch 14 oder 15, dadurch gekennzeichnet, daB die Pulsdauer wesenllich 
kleiner als die ZcrfaHszeit der Fluorophore ist. 

5 
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17. Vcrfahrcn bzw. Vorrichlung nach eincm dcr Anspruche ]4 bis 16, dadurch gekennzcichnel, da£> die Pulsfolgc 
wesentlich groBcr ats die Zerlallszcit der Fluorophore isl. 
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